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A few hunderd trillion bacteria cells live with human. Most of such bacteria live in human gut. Among 
human gut bacteria, 2 members of the phyla Firmicutes and Bacteroidetes occupy the majority. It is known that 
bacterial interactions among Firmicutes and Bacteroidetes in a gut strongly contribute indivisual human health.  
In this study, I showed the novel molecular interaction between Escherichia and Bifidobacterium, minority 
bacteria in huma gut. First, I identified the transporter genes of E. coli induced by the conditioned medium of B. 
longum. Northern blotting and luciferase repoter assays indicated that the uhpT and idnT promoters were 
significantly induced by the conditioned medium of B. longum but not by the conditioned medium of E. coli.  
The induction of the uhpT promoter was also found by the culture supernatant of the other species of 
Bifidobacterium. The recombinant glucose-6-phosphate dehydrogenase of Leuconostoc mesenteroides was over 
expressed in E. coli and purified by affinity chromatography. The purified glucose-6-phosphate dehydrogenase 
suppress the induction of the uhpT promoter by the conditioned medium of B. longum. These results suggest 
that the carbonhydrates secreted from Bifidobacterium species support the glucose-6-phosphate utilization of E. 
coli.  
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１.  緒言 

















２.  実験方法 
(1) 細菌培養上清の作製 
 ABCM培地に細菌終夜培養液を植菌し, 嫌気状態, 37℃
で 15 時間培養した後, 遠心分離を行い上清を回収した. 
回収した上清の pH を 7.2 に合わせ, フィルター滅菌後, 
室温にて保存した. 大腸菌の培養に用いる際には ABCM
培地と培養上清を 3：1 の割合で混合させ使用した.  
(2) pLUXを用いたプロモーター活性測定 
 各遺伝子の転写開始点上流約 400 bp から開始コドン直





2.5 時間培養し, 全 RNA を調製した. 全 RNA を鋳型に, 
Primer ScriptTM 1st strand cDNA synthesis kit (タカラバイオ
株式会社) を用いて cDNA を合成した. この cDNA を鋳
型とし, SYBR green と標的遺伝子のプライマーを加えて, 
7500 Real Time PCR system (Applied Biosystems 株式会社) 
に従い、PCRを行った. 内在性遺伝子として rrnHを用い, 
1/2ΔCtを初期 mRNA相対量とした.  
(4) 大腸菌を用いた組換え Zwfの精製 
 pET28a(+) (Novagen 株式会社) に, PCRで増幅した目的
の遺伝子領域をクローニングした。これを大腸菌 BL21 
(DE3) に導入し, 30℃で OD600が 0.5~0.6 になるまで培養






３.  結果と考察 
(1) 大腸菌炭素源輸送体の探索 
 大腸菌が炭素源として利用できる 72種の物質について, 
TransportDB2.0を用いて輸送体を探索した. その結果, 605
の大腸菌輸送体遺伝子のうち, 炭素源輸送体は 83 遺伝子
で構成される 54 種類存在していることが分かった.  
(2) ビフィズス菌培養上清により発現誘導される大腸菌
炭素源輸送体の探索 
 大腸菌炭素源輸送体 54 種類について, それぞれ 1 遺伝
子ずつを標的として, ビフィズス菌培養上清存在下での
mRNA 量の変化を RT-qPCR により調べた. その結果, 
uhpTに加え, マンニトール特異的 PTS 系 cmtA, グルコン
酸輸送体 idnT の mRNA 量が増加することが明らかとな
った . これらの結果は Northen blotting においても確認さ
れた (図 1B) . この 3 種について, ビフィズス菌培養上清




図 1.  ビフィズス菌培養上清による大腸菌炭素源輸送体
の遺伝子発現誘導 
 
 (3) ビフィズス菌培養上清に含まれる大腸菌 uhpT プロ
モーター誘導物質の推定 
 大腸菌UhpABCのリガンドとしてグルコース-6-リン酸
(G6P) が知られている［5］. そこで, グルコース-6-リン酸
脱水素酵素 (G6PD) を用いて, ビフィズス菌培養上清に
含まれる大腸菌 uhpTプロモーター活性誘導物質の推定を
行った. Leuconostoc mesenteroides の G6PD は遺伝子名 zwf
として調べられており, D177N 変異を加えることで基質
結合能を保ったまま, 反応速度が著しく低下することが
知られている［6］. この変異 Zwfと変異の無い Zwfを大
腸菌を用いて過剰発現させ, Ni-NTA アフィニティークロ
マトグラフィーにより精製した. 精製 Zwf をビフィズス
菌培養上清に加え, 30 分反応させた後の培養上清を用い
て大腸菌 uhpT プロモーター活性を調べた. その結果, 変
異の無い Zwfを反応させた培養上清では 1/10程度にプロ
モーター活性が抑制されたのに対し (図 2A) , D177N変異
Zwfではほとんど見られなかった (図 2B) . この結果より, 
ビフィズス菌培養上清に含まれる大腸菌 uhpTプロモータ




図 2.  Zwfによるビフィズス菌培養上清依存的な大腸菌
uhpT プロモーター活性誘導の不活性化 
 
４.  結言 
 本研究の結果より, 以下のモデルを提唱する (図 3) . 
ビフィズス菌により大腸菌 uhpT と idnT がそれぞれ独立
して誘導されることが明らかとなった。本研究において
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